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論文の内容の要旨
植物は、病原菌に由来する特徴的な分子パターン (Microbe-AssociatedMolecular Patterns: MA孔1Ps)をパター
ン認識受容体 (PatternRecognition Receptor : PRR) を介して認識し、防御応答を活性化する。このような抵
抗性は基礎的抵抗性と呼ばれ、多種の病原菌に対して発揮されることから農業上有用な形質であり、これを
増強することで幅広い病害に対して抵抗性を増強することが可能となると考えられる。本研究では、イネに
広範囲の病原菌に対する強力な抵抗性を付与する呂的で、 MAMPsシグナルの生産、受容・認識を介した植
物と病原糸状菌の相互作用を改変することで耐病性の増強を試みた。本研究では、①病原菌細胞壁多糖の分
解能の強化、②MAMPs応答能力の強化、これら 2つのアプローチによって耐病性イネの作出を試みた。
①病原菌細胞壁多糖の分解能の強化
キトサンは伴グルコサミンがβ1，4結合した多糖で、一部の糸状菌の細胞壁成分である。キトサナーゼは、
キトサンを特異的に加水分解する酵素で、多種の微生物から単離されているが、高等植物からは見つかって
いない。イネいもち病菌や炭痘病菌等の一部の植物病原菌は、宿主感染時に主要な細胞壁多糖であるキチン
を脱アセチル化してキトサンに変換することが示唆されており、これは宿主の溶菌酵素による分解を回避す
る植物病原菌の感染戦略の一つであると考えられる。本研究では、キトサナーゼのイネいもち病菌
(Magnatorthe 0η'zae)に対する抗菌活性を調べるとともに、耐病性の向上を目的としてキトサナーゼ活性を
付与したイネを作製し、そのいもち病抵抗性を調査した。
Bacillusα.rculans問-I-K1株由来のキトサナーゼ (Cho1) を用いて、いもち病菌に対する inmtro抗菌活性を
調べたところ、 Cho1はいもち病菌の付着器形成を強く阻害した。次に、 Cho1の成熟タンパク質の N末にイ
ネのキチナーゼCht2由来の細胞外分泌シグナルを付加した Cho1および成熟タンパク質のみを恒常的に発現
する二種類の Cho1発現イネ (+s、-s)を作製した。これらのイネ由来のカルスでは Cho1を発現する培
養細胞のキトサナーゼ活性は-s、+sいずれの細胞からも検出された。 +s組換えイネ細胞では Cho1タ
ンパク質は細胞外商分(アポプラスト)にも検出されたのに対し、 -sイネ細抱ではアポプラスト画分にお
ける蓄積量は極めて低いものであった。 +sイネではいもち病菌を接種した葉鞘において過酸化水素蓄積の
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充進および菌糸進展に対する抵抗性が認められ、さらに葉身への滴下接種検定においては有意な病斑拡大限
止が観察されたD 以上の結果から、感染時のいもち病菌の細胞壁には酵素がアクセス可能な表層にキトサン
が存在していること、また、 Cholを細胞外に十分量分泌させたイネでは、 Cholによっていもち病菌のキト
サンが分解され、その生育が阻害されるとともに、いもち病菌由来のエリシタ一生成が高まり、イネの防御
応答がより活性化するために、いもち病抵抗性が向上することが強く示唆された。
②MAMPs応答能力の強化
キチンとそのオリゴ糖は、エリシターとして植物の防御応答を誘導するが、宿主病原菌の侵入を完全に抑
制するほど強い抵抗性は誘導しな ¥')0 しかしながらキチンは植物病原糸状菌に広範に分布する MAMPsと考
えられることから、キチンあるいはそのオリゴ糖を介した抵抗性シグナル伝達はそれを改変してより強い抵
抗性につなげることができれば農業上も有用であると考えられる。実際、本研究の前段階の成果として、キ
チンオリゴ糖受容体CEBiPと受容体型キナーゼ (RLK)である XA21(イネ白葉枯病抵抗性タンパク質)の
細胞内領域を融合させた人工受容体CRXAを発現する組換えイネでは、キチンオリゴ糖応答性といもち病
抵抗性が向上することを明らかにした (Kishimoto.Kouzai et al. 2010)。本研究では、人工受容体によるキチ
ンオリゴ糖応答性の強化が、 XA21とは異なる RLKでも可能かどうか調べる目的で、 CEBiPとPid2(RLK 
型いもち病真性抵抗性タンパク質ホモログ)を膜貫通ドメイン (TM)領域で融合させた人工受容体CRPiを
デザインした。
Pi-d2はTMのlアミノ酸が異なるアイソフォーム (dPid2とnPid2)が存在し、抵抗性の発現に影響を与
える。そこで、 TMがCEBiP由来の CRPil、dPid2由来の CRPi2、nPid2由来の CRPi3、これら 3種の CRPi遺
伝子を構築しイネで恒常的に発現させたD まず、培養細胞でCRPiタンパク質の発現を解析したところ、
CRPi2はタンパク質の蓄積が認められなかった。 CRPilまたは 3を発現する培養縮施では、キチンオリゴ糖
処理による過酸化水素の生成が充進した。 CRPi3細胞では、細胞死の誘導も充進した。 CRPilまたは 3を発
現するイネ葉鞘と葉身におけるいもち病抵抗性を検定したところ、 CRPi3イネで抵抗性の向上が認められた
が、 CRPilでは向上しなかった。また、 CRPi3の細胞内キナーゼ領域を欠失させた CRPi3DKを発現するイネ
では、キチンオリゴ糖に対する応答といもち病抵抗性の充進はみられなかった。以上の結果から、 CEBiPを
XA21とは異なる RLK型抵抗性タンパク質の細胞内領域と融合させた場合でも、キチンオリゴ糖シグナルの
強化を通じたイネいもち病抵抗性の付与が可能であることが示された。
審査の結果の要旨
植物が持つ基礎的抵抗性は広範囲の病原体に有効で、あり、結果として一つの植物に感染できる病原体の種
類は極めて限定される。これは病原体が宿主の基礎的抵抗性を抑制するメカニズムを持っていることを意味
しており、それを解明することで新たな抵抗牲を植物に付与することが可能となるが、このような茜の感染
戦略についてはほとんど知見が得られていないのが実情である。また、基礎的抵抗性を高める手法について
は抗菌スペクトラムが広いために極めて有効な作物保護戦略となりうると予想されていたが、基礎的抵抗性
発動の引き金の実態が不明であったために手がつけられてこなかった。本論文においてはイネとイネいもち
病菌の相互作用の解析においていもち病菌細胞壁のキトサンの分解酵素遺伝子を導入することによりイネに
抵抗性を付与できること、広く病原糸状菌細胞壁の成分となっているキチンのオリゴ糖エリシターの受容体
をキメラ化することによってそのシグナルをより増強できることを明らかにした。前者はこれまで生理学的
意義が不明で、あったキトサンが感染戦略としての機能を持つことを強く示唆するものとして、後者はキチン
オリゴ糖エリシターシグナル増強の新しい手法を提供するとともに、植物細胞膜に多く見出される受容体型
キナーゼにおいては縮抱内および細胞外ドメインのスワッピングによりシグナル伝達機能を人為的に改変で
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きることを証明した点において、それぞれ高く評価されるものである D
平成 24年 i月16日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終試験
を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全員
によって合格と判定された。
よって、著者は博士(農学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認めるコ
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